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Beschreibung 

Virus/Herbizidresistenz^Gene, Verfahren zu ihrer 
Herstellung und ihre Verwendung 

Die Synthese von Virus "coat" Protein in Pflanzen fiihrt zu 
einer verstarkten Resistenz der Pflanze gegemiber dem 
entsprechenden Vi^us . Die Europaische 

Patentanmeldung 0 240 331, beispielsweise, beschreibt die 
5 Herstellung von Pflanzen- 3ellen, die ein solches "coat" 
Protein enthalten. ■ * *. 

Turner et al . [EMBO J. 6, 1181 (1987). J haben die 
Transformation von Tabak- und Tomaten- Pflanzen mit einem 
10 chimaren Gen, das fur das "coat" Protein des Alfalfa Mosaic 
Virus kodiert, durchgef tihrt • Die Nachkommen dieser 
trans formierten Pflanzen zeigten eine signifikante 
Reduzierung der entsprechenden Vir;us- Inf ektionssymptome, in 
einigen Fallen sogar Virus-Resistenz • 

15 

Es wurde nun gefunden, daB solche Virusgene mit einem 
Herbizidresistenzgen komb^niert werden konnen, was die 
Selektion der transgenen Pflanzen erleichtert, Gleichzeitig 
wird im praktischen F^ldauabau die Vitalitat der Pflanzen 

20 durch die Virustoleranz gesteigert und durch das 

Herbizidresistenzgen ein verbesserter Pf lanz ens chut z 
moglich. Es wurde allgemein beobachtet, daB die 
Herbizidapplikation einen stimulierenden EinfluB auf das 
Wachstum ausxibt. Die erf indungsgemaB transf ormierte Pflanze 

25 zeigt diesen Effekt verstarkt, wodurch ein verbesserter 
Pf lanzenertrag erreicht werden kann. 

Herbizidresistenzgene sind bereits bekannt* In der 
Off enlegungschrift DE 37 16 309 wird die Selektion nicht- 
30 pilzahnlicher Bakterien, die gegen Phosphinothricin 

resistent sind, beschrieben.. Aus der DNA dieser Selektanten 
kann das Phosphinothricin- Resistenzgen auf ein 2 kb groBes 
Fragment eingegrenzt werden. 
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In der Deutschen Off enlegungsschrif t 37 37 913 ist ein Weg 
ziit Synthese des Phosphinothricin-Resistenzgens aus dem 
Genom von Streptomyces viridochromogenes aufgezeigt. Ein 
Einbau in Genstrukturen, mit Hilfe derer transformierte 
Pflanzen gegen das Herbizid resistent werden, wird dort 
ebenf alls beschrieben. 

Die Erf indung betrifft somit ein Gen kodierend fur eine 
Virusresistenz kombiniert mit einer Herbizidresistenz. 

Im folgenden wird die Erf indung detailliert beschrieben , 
insbesondere in ihren bevorzugten Ausf uhrungsf ormen . Ferner 
wird die Erf indung durch den Inhalt der Anspriiche bestimmt . • 

Die Gene fur die Virusresistenz, insbesondere die Virus 
"coat" Prpteine, kann man ausgehend von isolierter Virus 
RNA durch cDNA-Klonierung in Wirtsorganismen erhalten. 
Bevorzugt wird dabei von der RNA des Cucumber Mosaic Virus , 
des Alfalfa Mosaic Virus oder des Brom Mosaic Virus 
ausgegangen . 

Herbizidresistenzgene konnen aus Bakterien, z.B. der 
Gattungen Streptomyces oder Alcaligenes, isoliert werden. 
Bevorzugt wird mit dem 'Phosphinothricinresistenzgen aus 
Streptomyces viridochromogenes (Wohlleben> W. et al., Gene 
80, 25-57 (1988)) gearbeitet, das fur eine Expression in 
Pflanzen entsprechend modifiziert werden kann. 

Die Gene werden jeweils mit Hilfe der Vektoren pUC19, pUC18 
.oder pBluescript (Stratagene, Heidelberg, Product 
Information) kloniert und seguenziert. 

Das Gen wird in einen intermediaren Vektor mit 
Pflanzenpromotor kloniert. Derartige Vektoren sind 
beispielsweise. die Plasmide,./pPCV701 (Velten J. et al. 
EMBO J. 3, 2723-2730 (1984)), pNCN (From H. et al, PNAS 
82, 5824-5826 (1985)), oder pNOS (an, G. et al . , EMBO J. 4, 
277-276 (1985)). Bevorzugt wird der Vektor pDHSl (Pietrzak, 
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M. et al., NAR 14, 5857, (1986)) mit einem 35S-Promotor, 
bzw. der Vektor pNCN mit einem Nps-P^omotor verwendet. 

Nach anschlieBender Transformation von E. coli, wie z.B 
5 E. coli MC 1061, DH1, DK1, GM48 oder XL-1, werden positive 

Klone nach an sich bekannten Methoden (Maniatis et al., Lab. 
Manual), wie Plasmidminipraparation und Spaltung mit einem 
entsprechenden Restriktionsenzym, identif iziert . 

10 Diese positiven Klone werden dann zusammen in einen binaren 
Pflanzenvektor subkloniert. Als Pflanzenvektor konnen 
PGV3850 (Zambrysk, P. et al., EMBO j. 2, 2143-2150 (1983)) 
Oder p0CA18 (Olszewski, N. , NAR 16, 10765-10782, (1988)) 
eingesetzt werden. Vorteilhaft wird mit pOCAlS gearbeitet. 

15 

Die erhaltenen binaren Pf lanzenvektpren, die . 
Pflanzenpromotoren init dera angehangten DNA- Fragment ftir die 
Expression von Virus Coat Protein und Phosphinthricin 
Resistenz in der T-DNA enthalten, werden verwendet, aim 

20 Pflanzen zu transf ormieren. Dies kaiin durch Techniken wie 

Elektroporation oder Mikroinj ektion erfolgen. Bevorzugt wird 
die Kokultivierung von Protoplasten oder die Transformation 
von Blattstxickchen mit Agrobakterien angewandt. Dazu wird 
das Pflanzenvektorkonstriukt durch Transformation mit 

25 gereinigter DNA oder, vermittelt iiber einen Helferstamm wie 
E. coli SM10 (Simon R. et al., Biotechnology 1, 784-791 
(1983)) in Agrobakterium^fcumef aciens wie A282 mit einem 
Ti Plasmid iiber ein "triparental mating" transf eriert. 
Direkte Transformation und triparental mating wurden, wie 

30 in "Plant Molecular Biology Manual" (Kluwer Academic 

Publisher, Dardrech (1988)) beschrieben, durchgefxihrt - 

Es konnen grundsatzlich etlle Pflanzen mit den die 
erf indungsgemaS konstruierte DNA tragenden binaren 
35 Pflanzenvektor en transf ormiert werden. Bevorzugt sind 
dikotyledone Pflanzen, inpbesondere Nutzpf lanzen, die 
Starke, Kohlenhydrate, Eiweifle oder Fette in nutzbaren 
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Mengen in ihren Organen produzieren oder speichern oder 
die Obst und Gemiise produzieren oder die Gewiirze, Fasern 
tind technisch verwertbare Produkte oder Arzneimittel, 
Farbstoff e oder Wachse lief ern und ebenfalls Futterpflanzen. 
5 Als Beispiel sollen Tomate, Erdbeere, Avocado sowie 

Plfanzen, die tropische. Friichte tragen, z.B. Papaya, Mango, 
aber auch Birne, Apfel, Nektarine, Aprikose oder Pfirsich 
genannt werden. Ferner sollen als zu trans f ormierende 
Pflanzen beispielhaft alle Getreidearten, Raps, Riipsen.o . 

10 angefiihrt werden. Die transf ormierten Zellen werden rait 

Hilfe eines S el ekt i onsme diums selektiert, zu einem Kallus 
herangezuchtet und auf einem entsprechenden Medium zur 
Pflanze regeneriert (Shain M. et al., Theor. appl. Genet. 
72 , 770-770 (1986); Masson, J. et al., Plant Science 53 , 

15 167-176 (1987), Zhan X. et al., Plant Mol . Biol. 11, 

551-559 (1988); McGranaham G. et al . , Bio/Technology 6, 
800-804 (1988); Novak F . J. et al., Bio/Technology 7, 
154-159 (1989). 

20 Die folgenden Beispiele dienen der weiteren Erlauterung 
der Erfindung. 

Beispiele 

25 1. Isolierung des Virus coat Protein Gens 

Die Reinigung des Virus erfolgte nach einer modif izierten 
Methode von Lot, M. et al. Anual Phytopath. 4, 25-32 (1972). 
Luzerne wurden mit Alfalfa' Mosaic Virus infiziert und nach 

30 14 Tagen im gleichen Volumen 0,5 M Na-Citrat (pH 6,5)/ 

5 mM EDTA/0,5 % Thioglykolsaure auf geschlo&en. Dann gab man 
1 Volumen Chlorof orm hinzu und zentrifugierte 10 Min mit 
12000 x g. Der Uberstand wurde mit 10 % PEG 6000 (w/w) 
versetzt und liber Nacht vorsichtig geriihrt. Danach wurde 

35 10 Min mit. 12000. x. g. abzehtrif ugiert und in 50 ml 5 mM Na- 
Borat, 0,5 mM EDTA (pH 9) resuspendiert . Nach Zugabe von 
Triton- X- 100 (2 % Endkonzentrationen) wurde 30 Min geriihrt 
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und mit 19000 x g 15 Min abzentrif ugiert . Das Virussediment 
wurde nach Zentrifugation mit 105000 x g 2 Std. in 5 mM 
Borat Puffer/0,5 mM EDTA (pH 9,0) aufgenommen und einer 
Saccharosezentrifugation (5-25 %) unterworfen. 

Einzelne Fraktionen des Gradienten wurdeii auf einem 
Agarosegel analysiert, urn den virushaltigen Bereich zu 
ermitteln. Die Virus RNA wurde durch Phenol/SDS Extraktion 
(Peden, K.W. et al., Virology 53, 457-492 (1973) von 
coat" Protein gereinigt. Die Auftrennung der RNA-Komponenten 
erfolgte mit Hilfe von 2,8 % Polyacrylaroid mit 40 mM Tris- 
acetatpuffer (pH 7,5) wie in Synous, R.H., Aust. J. Biol. 
Sex 31, 25-37 (1978) beschriebeii. Die RNA wurde 
elektrophoretisch in Dialyseschlauchen aus dem Gel entfernt 
und gefallt. 

cDNA Transkripte von RNA 3 bzw. RNA4 wurden, wie in 
Langenr'eis, K. et aL Plant Mol . Biol. 6, 281-288 (1986) 
beschrieben, mit Hilfe von synthetischen 

Oligonukleotidprimern mit 3 1 -komplementaren Nukleotiden sum 
Template, die am 5'-Ende jeweils eine Smal bzw. PstI 
Schnittstelle besaBen, hergestellt. 

Die Reaktionen zur cDNA Synthese erfolgten nach den 
"Current Protocols in Mol. Biol." ed. Ausubel, F. et al., 
John Wiley and Sons. 

Die cDNA wurde in den Smal/PstI geschnittenen pUC 19 Vektor 
kloniert. Die Insertion konnte mit Smal/Hindlll wieder 
entfernt werden. 

Die vorgehend beschriebene Methode kann ebenso fiir die 
Isolierung des CMV "coat" protein Gens angewendet werden. 
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2. Isolierung des Herbizidresistenz Gens 



Es wurde ein Phosphinothricinresistenzgen mit folgender 
Seguenz nach der Pnosphoaraidit-Methode in einera Synthesizer 
synthetisiert. 



10 



15 



20 



25 



30 



5' 6TC 
3' 

ACA 
TBT 

ATT 
TAA 

CAA 
BTT 

TBS 
ACC 

BCT 
CGA 

AGT 
TCA 

TCC 
ABB 

TTT 
AAA 

BTT 
CAA 

CGC 
GCB 

TBB 
ACC 

CCA 
6BT 



6AC 
G 

BCA 
CBT 

BAB 
CTC 

BAB 
CTC 

TTB 
AAC 

B6G 
CCC 

ACT 
TBA 

ACA 
TBT 

AAB 
TTC 

ABB 
TCC 

BCA 
CBT 

CAA 
BTT 

BTT 
CAA 
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ATB 
TAC 
54 
BCT 
CGA 
99 
ACQ 
TGC 
144 
TGB 
ACC 
1B9 
BTT 
CAA 
234 
CCC 
666 
279 
BTT 
CAA 
324 
TTB 
AAC 
369 
TCT 
ABA 
414 
TTB 
AAC 
459 
BCT 
G6A 
504 
ABB 
TCC 
549 
ACC 
TBB 



TCT 
ABA 

BAT 
CTA 

TCT 
ABA 

ATT 
TAA 

BCT 
C6A 

TGB 
ACC 

TAC 
AT 6 

TAC 
ATB 

BTB 
CAC 

CAT 
6TA 

6GA 
CCT 

GAT 
CTA 

CAB 
GTC 



CCG 
GGC 

ATB 
TAC 

ACA 
TGT 

BAT 
CTA 

GAG 
CTC 

AAB 
TTC 

GTG 
CAC 

ACA 
TGT 

BTT 
CAA 

GAG 
CTC 

TAC 
ATG 

TTT 
AAA 

ATC 
TAB 



IB 
GAG 
CTC 
63 
GCC 
CGB 
lOB 
GTG, 
CAC 
153 
BAT 
CTA 
19B 
BTT 
CAA 
243 
GCT 
CBA 
288 
TCA 
ABT 
333 
CAT 
BTA 
37B 
BCT 
CGA 
423 
BCT 
CBA 
46B 
AAB 
TTC 
513 
BAG 
CTC 
55B 
TBA 
ACT 



ABB ABA 
TCC TCT 

GCB BTT 
CBC CAA 

AAC » TTT 
TT6 AAA 

CTA BAG 
BAT CTC 

GAB BBT 
CTC CCA 

ABB AAC 
TCC TTB 

CAT ABB 
BTA TCC 

TTB CTT 
AAC GAA 

GTT ATA 
CAA TAT 

TTG BBA 
AAC CCT 

CAT BBT 
61 A CCA 

TTG CCA 
AAC GBT 

6 

CAB CT6 



27 
CCA 
BBT 

72 
TBT 
ACA 
117 
ABB 
TCC 
162 
ABB 
TCC 
207 
BTT 
CAA 
252 
BCT 
CBA 
297 
CAT 
BTA 
342 
AAB 
TTC 
3B7 
BBC 
CCG 
432 
TAC 
ATB 
477 
GBA 
CCT 
522 
GCT 
CBA 



BTT 
CAA 

BAT 
CTA 

ACA 
TBT 

TTB 
AAC 

6T6 
CAC 

TAC 
ATB 

CAA 
GTT 

TCT 
ABA 

CTT 
BAA 

ACA 
TBT 

TGB 
ACC 

CCT 
BBA 



BAG 
CTC 

ATC 
TAG 

GAG 
CTC 

CAA 
GTT 

GCT 
CGA 

GAT 
CTA 

ABB 
TCC 

ATB 
TAC 

CCA 
6GT 

GCC 
CGB 

CAT 
BTA 

CCA 
BBT 



36 
ATT 
TAA 

Bl 
BTT 
CAA 
126 
CCA 
BBT 
171 
BAT 
CTA 
216 
BBT 
CCA 
261 
TBB 
ACC 
306 
TTB 
AAC 
351 
BAG 
CTC 
396 
AAC 
TTG 
441 
CGB 
BCC 
4B6 
BAT 
CTA 
531 
ABB 
TCC 



ABB 
TCC 

AAC 
TTB 

CAA 
BTT 

ABA 
TCT 

ATT 
TAA 

ACA 
TGT 

BBC 
CCB 

BCB 
CBC 

BAT 
CTA 

GBT 
CCA 

GTT 
CAA 

CCA 
BBT 



CCA 
GBT 

CAT 
BTA 

ACA 
TBT 

TAC 
ATB 

GCT 
CGA 

GTT 
CAA 

CTA 
GAT 

CAA 
GTT 

CCA 
BBT 

ACA 
TBT 

GGT 
CCA 

GTT 
CAA 



45 
.GCT 
CGA 

90 
TAC 
ATB 
135 
CCA 
BBT 
1BO 
CCT 
BBA 
225 
TAC 
ATB 
270 
GAB 
CTC 
315 
6GA 
CCT 
360 
BBT 
CCA 
405 
TCT 
AGA 
4 SO 
TTB 
AAC 
495 
TTT 
AAA 
540 
ABB 
TCC 



5* 



Es handelt sich hierbei urn eine Modification der von 
35 Wohlleben in Gene 70, 25-37 (1988) veroff entlichten Seguenz 
fur das Acetyl transf erasegen. 



WO 91/11517 



PCT/EP91/00130 



10 



15 



Es 1st ebenfalls moglich, eine genomische DNA-Bank aus dem 
von Wohlleben benutzten Streptortyces viridochromogenes in 
y EMBL3 in E. coli auf Acetyl ierung v'pn Phosphinothricin. zu 
untersuchen. Das acetylierte Produkt kann sehr leicht 
dunnschichtchromatographisch auf getrennt werden. 

Das Gen wurde in pUC19 kloniert und sequenziert. Die 
Expression in Pflanzen erfolgte als Sal I -Fragment. 

3. Fusion Herbizidresistenzgen mit Nos Promotor 

Der Vektor pNCN wurde Bam/Sail verdaut und das entstehende 
2,5 bp Stuck isoliert. Die uberstehenden Enden wurden mit 
Mung bean Nuclease abverdaut. Das Acetyl transf erase Gen 
wurde als 0,5 bp Stuck nach Sail Verdau isoliert und mit 
Klenow auf gefullt. Nach tigase konnten positive Klone durch 
Plasmidminipraparationefc isoliert werden. Die Orientierung 
ergab sich aus einem Sal I/Bam Verdau. 

20 4. Fusion "coat" Protein Gen mit 35S Promotor 

Ein 0,5 Basenpaare langfes Fragment aus pAl RNA3 (dem pUC19 
Vektor mit "coat" Protein Gen Insert) wurde nach Smal/Hind III 
Verdau isoliert. Die uberstehenden Enden wurden durch 

25 Mung bean Nuclease abverdaut. Der Vektor pDH 51 wurde mit 
Xbal geschnitten und die Enden mit Klenow- Polymerase 
aufgefullt. Fragment und Vektor wurden ligiert und in MC 1061 
transf ormiert (p35/AI). Dieselbe Konstruktion wurde mit 
pCM RNA3 fur das "coat" Protein von CMV geschaffen 

30 (p35/CM). 

5. Fusion von 35S/ n coat* r . Protein Gen und 

■■■.v ? ■ 

nos/Acetyltransferase Gen 

35 Ein 1,3 kb Stuck aus dem SSS/'^oat" Protein Konstrukt 

(P35/AI, p35/CM) wurde nach EcoRI Verdau aus einem "low 
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melt" Agarose Gel isoliert. Der Pf lanzenvektor pOCA 18 
vurde EcoRI verdaut und mit dem l / 3 kbp DNA Stuck ligiert. 
Dieser pOCA/35 RNA3 Vektor wurde mit Klenow aufgefullt. Ein 
2,5 kbp Hind III Stiick aus nos/AC wurde nach Klenow 
Behandlung der Enden in die aufgefullte Clal Stelle 
eingesetztv 

Kons t rukt i onen : pOCA/AcA 1 3 

pOCA/AcCM3 

6. Transformation von Agrobakterien 



Der Agrobakterienstamm pMP90RK wurde mit pOCA/AcAI3 bzw* 
pOCA/AeCM3 im triparental mating mit SM1Q transf ormiert . Je 

15 100 til Bakterien aus Ubernachtkulturen von SM10, die die 

Konstrukt ion tr agenden MC 1061 und der Agrobakterien wurden 
abzentrifugiert und zusammen in 30 pi LB Medium 
suspendiert. Diese Zellen gab man auf ein kleines 
Rundfilter auf einer LB-Platte ohne Antibiotikum . Nach 12 

20 Std. Inkubation bei 37°C wurde der Filter in 2,5 ml 10 mM 
MgCl 2 gewaschen und Aliguots davon auf LB-Platten mit 
Rifampicin, Tetrazyklin und Kanamycin selektiert. Positive 
Kolonien wurden durcb Hybridisierung mit 32 P markierter DNA 
der Gene identif iziert . 



7, Transformation von Luzerne 



Zur Transformation der Luzerne wurde eine modif izierte 
Version der Kokultivierungsmethode nach Marton S. et al., 

30 Nature 277, 129-130 (1979) eingesetzt. Etwa 1 cm lange 
Stengel abschnitte von sterilen Pflanzen wurden in 
Erlenmeyerkolben in 40 ml steriles MS Medium gegeben und 
11 ml einer verdunnten Ubernachtkultur der Agrobakterien 
(5 x i0 7 Zellen/ml) zugegeben. Die Inkubation wurde 3 Tage 

35 bei 25°C fortgesetzt. Die Stengels egmente wusch man 

anschlieSend dreimal mit sterilem Wasser xind brachte sie 
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auf MS-Medium mit 300 mg/1 Carbamicillin und 100 mg/1 
. Kanamycin. Nacfc 3 Wochen bildete sich ein Kallus, aus deni 
ganze Pflanzen regeneriert werden konnten, 

8. Test der Pflanzen 

Die Pflanzen zeigten nach Aufarbeitung von RNA und 
Hybridisierung mit radioaktiv markierter DNA der Gene 
Expression von AC- Gen mit Alfalfa Mosaic Virus "coat" 
Protein Gen. 

Die Pflanzen wuchsen auf phosphinothricihhaltigem Medium 
und zeigten deutliche Toleranz nach Infektion mit Alfalfa 
Mosaic Virus. 
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Patentanspruche 

1.' Gen kodierend fur eine Virusresistenz kombiniert mit 
einer Herbizidresistenz. 

2* Gen nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, daB es fiir 
5 ein Virus "coat" Pr ote in kodiert v ; 

3. Gen nach Anspruch 1 oder 2, dadurch gekennzeichnet, dafl 
der fiir die Virusresistenz verantwortliche Teil des 
Gens durch cDNA Klonierung ausgehend von der RNA des 

10 Cucumber Mosaic Virus , des Alfalfa Mosaic Virus oder des 

Brom Mosaic Virus erhaltlich ist. 

4. Gen nach einem oder mehreren der Anspriiche 1 bis 3, 
dadurch gekennzeichnet , daB es fur die 

15 Phosphinothricinresistenz kodiert. 

5. Gen nach Anspruch 4, dadurch gekennzeichnet, daB 
Phosphinothricinresistenzgen aus ... 
verwendet wird. 

20 

6. Wirtszelle enthaltend ein Gen nach einem der Anspriiche 1 
bis 5. 



v 

J* 
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7. Pflanzen, Pf lanzenzellen sowie Teile oder Samen der 
Pf lanzen enthaltend das Gen nach einem der Anspriiche 1 
bis 5 . 



